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5 ği 要 : 本 研究 分 析 了 共 轿 亚 油 酸 (CLA) 对 C2C12 肌 细 胞 生 脂 转 分 化 和 生 肌 分 化 的 影响 。 


6 ”分 别 培养 并 诱导 C2C12 鼠 源 肌 细胞 生 脂 转 分 化 和 正常 的 生 肌 分 化 ， 同 时 分 别 使 用 终 浓 度 为 


7 50 umol/L 的 c9,t11-CLA 和 110,c12-CLA 处 理 细胞 ， 取 生 脂 转 分 化 第 10 天 和 生 肌 分 化 第 8 


8 ”天 的 细胞 用 于 实时 定量 PCR 检测 , 观察 c9,111-CLA 和 110,c12-CLA 对 C2C12 肌 细 胞 不 同 分 


9 ”化 的 有 影响。 结果 表明 : 1) 与 对 照 组 相 比 ，c9,111-CLA 促进 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 ， 


10 ”显著 增加 了 细胞 内 甘油 三 酯 (TG ) 含量 P0.05), 显著 上 调 了 细胞 内 脂肪 酸 合成 酶 CEAS) 


11 CCAAT 增强 子 结合 蛋白 w (C/EBPa)、 过 氧化 物 酶 体 增殖 剂 激活 受 体 y (PP4Ry) 和 脂肪 酸 


= 12 ”结合 蛋白 4CFABP4) 基 因 的 表达 水 平 (P<0.05); 与 对 照 组 相 比 , 110,c12-CLA 则 抑制 了 C2C12 


Sia 13 DAWKE, TZR TA TG 含量 (P<0.05)， 显 著 下 调 了 细胞 内 C/EBPa、 


~N 14 ”PP4Ry 和 FABP4 基因 的 表达 水 平 (P<0.05)。 免 疫 印迹 杂交 结果 显示 FAS 和 FABP4 的 蛋白 


15 ”水 平 也 发 生 了 与 基因 表达 相 一 致 的 变化 。2) 与 对 照 组 相 比 ，110,cl12-CLA 抑制 了 C2C12 肌 


16 ”细胞 的 生 肌 分 化 ， 显 著 减 少 了 细胞 内 肌 管 数 /细胞 数 (P<0.05)， 显 著 下 调 了 细胞 内 肌 细 胞 生 


17 ”成 素 (MYOG) 和 成 肌 分 化 抗原 CMYOD ) 基 因 的 表达 水 平 (P<0.05); 与 对 照 组 相 比 ,c9,111-CLA 


18 ” 则 显著 上 调 了 细胞 内 MYOG 基因 的 表达 水 平 (P<0.05)， 对 C2C12 肌 细 胞 的 生 肌 分 化 有 一 


2 19 ” 定 程度 的 促进 作用 。 和 免疫 印迹 杂交 结果 显示 MYOG 和 MYOD 的 蛋白 水 平 也 发 生 了 与 基因 


20 ”表达 相 一 致 的 变化 。 以 上 结果 表明 ，CLA 对 动物 骨骼 肌 细 胞 的 正常 生 肌 分 化 和 生 脂 转 分 化 
21 ”都 具有 重要 的 调节 作用 。 


22 Ki: HAWAR; C2C12 WAWE; Æ; ZEAL; 分 化 
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24 由 于 哺乳 动物 的 肌肉 细胞 和 脂肪 细胞 源 于 共同 的 多 能 间 充 质 干细胞 , 生 肌 细胞 在 特定 条 


25 ” 件 下 可 以 转 分 化 为 脂肪 细胞 或 脂肪 细胞 样 细胞 ， 而 脂肪 细胞 也 可 以 转 分 化 为 肌肉 细胞 031。 


生 脂 转 分 化 的 肌 细 胞 会 失去 生 肌 能 力 并 获得 脂肪 细胞 的 特性 ， 细 胞 内 大 量 产生 和 沉积 脂肪 ， 
27 ”表达 脂肪 细胞 特异 性 基因 及 其 编码 蛋 E 


N 
a 
fr 


28 HALER (conjugated linoleic acid, CLA) -KE AHARI, AL 


29 “有 复杂 的 生理 作用 ， 包 括 促 生 长 、 抗 肿瘤 、 抗 氧化 和 抗 肥胖 等 &9。CLA 的 抗 肥胖 作用 包括 
30 ”抑制 脂肪 细胞 分 化 、 减 少 细胞 内 脂肪 生成 和 沉积 、 诱 导 脂 肪 细胞 凋 亡 等 四。c9,t11-CLA 和 


31 ”110,c12-CLA 是 2 种 主要 的 CLA 异 构 体 ， 通 常情 况 下 二 者 的 生理 作用 有 很 大 差异 。 


32 ”110,c12-CLA 对 脂肪 细胞 的 抗 脂肪 生成 作用 较为 强烈 ， 而 c9,111-CLA 的 作用 则 较 弱 $3。 有 
S 33 ”报道 认为 c9,111-CLA 能 够 改善 脂肪 细胞 对 胰岛 素 的 敏感 性 ， 增 加 动物 肌 内 脂肪 的 生成 和 沉 
34 REN, PES, CLA 对 于 动物 肌肉 的 生长 和 发 育 也 有 一 定 影 响 4。 肌 细胞 的 生 脂 转 分 化 是 


= 35 与 正常 的 脂肪 细胞 生 脂 分 化 或 肌 细 胞 生 肌 分 化 不 同 的 分 子 事件 ， 但 目前 关于 CLA 对 肌 细胞 
oo 36 ” 生 脂 转 分 化 的 影响 还 不 清楚 。 


N z 本 研究 培养 了 C2012 肌 细胞 系 并 分 别 诱导 其 生 脂 和 生 肌 分 化 ， 在 此 基础 上 分 别 使 用 


38  c9,t11-CLA 和 110,c12-CLA 处 理 细 胞 ， 研 究 2 种 CLA 异 构 体 对 C2C12 肌 细 胞 生 脂 转 分 化 以 


39 ”及 正常 生 肌 分 化 的 影响 。 相 关 研究 结果 将 会 有 助 于 我 们 更 好 的 理解 动物 肌肉 与 脂肪 之 间 转 化 


40 ”的 机 理 。 
; 41 1 试验 方法 与 材料 
O 42 1.1 试验 材料 


43 C2C12 鼠 源 肌 细 胞 系 购 自 于 中 科 院 上 海 细 胞 库 ，DMEM 培养 基 、DMEM-F12 培养 基 、 


44 ” 胎 牛 血清 和 马 血 清 均 购 自 于 Life 公司 ; c9,111-CLA、t10,c12-CLA、 油 红 O 染料 和 吉姆 萨 染 


45 ” 料 均 购 自 于 Sigma-aldrich 公司 ; RNAiso Plus RNA 提取 试剂 盒 、cDNA 合成 试剂 使 和 SYBR 
ë 


46 Premix Ex Taq™ 开 荧光 定量 PCR 试剂 盒 均 购 自 于 TaKaRa 公司 ; RER JEA A He Eb 


47 ”杂交 (Western blotting) 试验 用 脂肪 酸 结 合 和 蛋白 4 (fatty acid binding protein 4，FEABP4)、 脂 


48 ” 肪 酸 合成 酶 (fatty acid synthetase, FAS) 和 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate 


49 ”dehydrogenase, GAPDH) 的 一 抗 和 二 抗 均 购 自 于 CST 公司 , 肌 细 胞 生成 素 (myogenin,MYOG ) 


om 


50 ”和 成 肌 分 化 抗原 (myogenic differentiation antigen, MYOD) 的 抗体 购 自 于 Santa cruz 公司 。 
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51 ”1.2 试验 方法 


52 1.2.1 细胞 培养 与 诱导 分 化 


53 复苏 冻 存 的 C2C12 肌 细 胞 ， 接 种 于 DMEM-F12 培养 基 ( 含 10% 胎 牛 血清 ) 中 培养 。 待 
54 ”细胞 密度 达到 90% 以 上 时 传代 ， 传 代 后 的 细胞 接种 于 6 孔 板 用 于 不 同 目的 的 诱导 分 化 。 正 
55 ”常生 肌 分 化 的 细胞 使 用 DMEM 培养 基 ( 含 2% 马 血清 ) 培养 8~10 d。 生 脂 转 分 化 的 细胞 使 


T 


56 J DMEM-F12 培养 基 ( 含 10% 胎 牛 血清 ) 培养 ， 待 细胞 密度 达到 70% 时 在 培养 基 中 加 入 生 


57 ASL uymol/L 地 塞 米 松 、5 pg/mL 胰岛 素 和 0.5 mmol/L 3- J 4-1- H 2 m 


58 (3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX) ] 培 养 2d, 更 换 为 只 含有 胰岛 素 的 培养 基 再 培养 2 d， 


59 ”更 换 为 正常 培养 基 继 续 培 养 4~6 d20。 生 脂 转 分 化 的 细胞 和 正常 生 肌 分 化 的 细胞 在 开始 诱 


pan 


60 ” 导 分 化 的 同时 分 别 加 入 c9,t11-CLA 和 t10,c12-CLA (AREH 50 pmol/L), 每 个 处 理 3 48 


61 ” 复 ， 并 设 空白 对 照 组 。 


62 1.2.2 油 红 O 染色 和 吉姆 萨 染 色 


a 63 油 红 O 染色 用 于 观察 C2C12 肌 细 胞 内 脂肪 生成 情况 。 取 生 脂 转 分 化 一 定时 间 的 细胞 ， 


64 ，” 弃 掉 培 养 基 并 用 磷酸 缓冲 盐 (phosphate buffer saline, PBS) 漂洗 3 次 ， 然 后 用 4% 多 聚 甲醛 


65 ”固定 15 min。 细 胞 固定 后 ， 用 PBS 漂洗 3 次 ， 然 后 用 油 红 O 染色 液 在 37 “CAE TAE 30 


66 ” min。 染色 后 的 细胞 用 60% 的 异 丙 醇 溶液 迅速 漂洗 1 次 ， 再 用 PBS 漂洗 3 次 , 倒置 显微镜 下 


67 ”拍照 观察 。 拍 照 后 用 100% 异 丙 醇 提取 细胞 内 的 油 红 O， 用 紫外 分 光 光 度 计 在 540 nm 下 读 


.三 。 68 取 吸 光度 ， 用 于 计算 细胞 内 甘油 三 脂 《TG)》 的 含量 。 
O æ 吉姆 萨 染 色 用 于 观察 C2C12 肌 细 胞 的 生 肌 分 化 状态 。 取 生 肌 分 化 一 定时 间 的 细胞 ， 弃 


70 ” 掉 培养 基 并 用 PBS 漂洗 3 次 ， 然 后 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定 15 min。 细 胞 固定 后 ， 


— 


| PBS 漂洗 3 


71. K, PRG Aa SE RE Sn REP ES 2 min。 染 色 后 的 细胞 用 去 离子 水 漂洗 3 次 ， 倒 


72 ，” 置 显微镜 下 观察 拍照 ， 并 统计 典型 的 多 核 细 胞 《〈 肌 管 ) 数量 ， 计 算 肌 管 数 /细胞 数 。 


73 123 RNA 提取 和 实时 定量 PCR 


74 取 生 脂 转 分 化 第 10 天 和 生 肌 分 化 第 8 天 的 细胞 用 于 RNA 提取 和 实时 定量 PCR 检测 。 


75 ”使 用 RNAiso Plus 试剂 盒 提 取 细 胞 中 的 总 RNA， 核 酸 定量 仪 检测 RNA 的 浓度 ，1% 琼 脂 糖 


76 ” 凝 胶 电泳 检测 RNA 完整 性 。 使 用 反 转 录 试 剂 盒 将 总 RNA 反 转 录 为 cDNA。 使 用 Step One 


77 ”实时 定量 PCR 系统 (ABI 公司 ) 检测 相关 基因 的 表达 水 平 ，GAPDH 为 内 参 基因 ，2 “CT 


法 计算 基因 的 相对 表达 量 。 实 时 定量 PCR 的 反应 条 件 : 95 CHEE 30 s, 95 CEH 5 s, 


60 CRK 35s, RŽ 40 次 。PCR 引物 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 有 限 公司 设计 合成 ， 序 列 


见 表 1。 
表 1 实时 定量 PCR 引物 
Table 1 Real-time quantitative PCR primers 

基因 Genes 引物 序列 Primer sequences (5`-3`) 
过 氧化 物 酶 体 增殖 剂 激活 受 体 y F: CTCCAGCATTTCCACTCCAC 
PPARy R: ACACAGGCTCCACTTTGATG 
CCAAT 增强 子 结合 蛋白 a F: GGCAAAGCCAAGAAGTCG 
C/EBPa R: TGGTCAACTCCAGCACCTT 
脂肪 酸 结 合 和 蛋白 4 F: GTCACCATCCGGTCAGAGA 
FABP4 R: TGATGCTCTTCACCTTCCTGT 
脂肪 酸 转运 蛋白 1 F: AAGCTGGATCAGGCAAGCTC 
FATP1 R: CACGGAAGTCCCAGAAACCA 
脂肪 酸 合成 酶 F: GGCTGCTGTTGGAAGTCA 
FAS R: TGCCTCTGAACCACTCACAC 

肌 细 胞 生成 素 F: AGGAAGTCTGTGTCGGTGGA 

MYOG R: AGGCGCTCAATGTACTGGAT 
成 肌 分 化 抗原 F: GGCTCTCTCTGCTCCTTTGA 

MYOD R: GTAGGGAAGTGTGCGTGCTC 
成 肌 调 节 因 子 5 F: ACCACCAACCCTAACCAGAG 
MYF5 R: GITTCTCCACCTGTTCCCTCA 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 上 海 生 工 公司 标准 内 参 (No. B661304) 
GAPDH 


12.4 免疫 殉 光 染色 
使 用 免疫 荧光 染色 法 检测 生 脂 转 分 化 细胞 中 FABP4 基因 的 表达 情况 和 生 肌 分 化 细胞 中 


MYOG 基因 的 表达 情况 。 取 相应 的 细胞 候 片 放置 于 35 mm 细胞 培养 下 中 ，PBS 漂洗 3 次 ; 


4% 的 多 聚 甲醛 溶液 固定 细胞 30 min, PBS 漂洗 3 次 ;再 用 0.2% Triton X-100 通 透 细胞 10 min, 
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PBS 漂洗 3 次 ; 用 5$% 和 牛 血 清白 蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 溶液 封闭 细胞 30 min 并 


用 PBS 漂洗 5 次 ; 用 相应 的 一 抗 〈 鼠 源 Anti-FABP4 或 者 Anti-MYOG 一 抗 ) 在 4 CHEF 


孵育 细胞 过 夜 , 然后 用 PBS 漂洗 3 次 ; 再 用 对 应 的 二 抗 ( 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 羊 抗 鼠 二 抗 ) 


室温 孵育 2 h〈( 避 光 ); 然后 用 4,6- Pk dE -2- AX HE M5] WE (4,6-diamidino-2-phenylindole 


dihydrochloride，DAPD 溶 液 染 细胞 核 5 min; 最 后 用 倒置 荧光 显微镜 观察 并 照相 。 


1.2.5 ”免疫 印迹 杂交 


使 用 RIPA 蛋白 和 裂解 液 〈 眉 云天 公司 ) 提取 不 同 处 理 的 细胞 内 总 蛋白 。 使 用 BCA 和 蛋白 
浓度 检测 试剂 盒 《 天 根 公司 ) 检测 样品 总 蛋白 浓度 。10% 的 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰胺 凝 


胶 (SDS-PAGB) 进 行 蛋白 质 分 离 (60 V, 4h), 然后 转 印 到 0.22 hm RAZA (poly vinylidene 


fluoride，PVDP) 膜 (Millipore 公司 ) 上 ， 转 印 完 的 PVDF 膜 用 5% 的 脱脂 牛奶 溶液 室温 封闭 


2 h, 然后 使 用 相应 的 一 抗 ( 鼠 源 Anti-FAS、Anti-FABP4、Anti-MYOG 和 Anti-MYOD 一 抗 ) 


溶液 4 °C ARIA: Tris 缓冲 生理 盐水 和 吐 温 20 (tris-buffered saline and Tween 20, TBST) 


PRR Tifa Aol COUR AOR ESO) PCS IE AL h; 最 后 用 增 


强化 学 发 光 (enhanced chemiluminescence, ECL) 试剂 (Millipore 公司 ) 和 自动 发 光 曝 光 仪 
进行 拍照 分 析 。GAPDH 作为 内 参 抗体 。 

1.3 ”数据 统计 分 析 

使 用 SPSS 19.0 统计 软件 GBM 公司 ) 进行 数据 统计 和 分 析 ， 组 间 差 异 采用 单 因 素 方 


ry 


差分 析 (one-way ANOVA). P<0.05 为 差异 显著 。 


2 结 果 
2.1 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 和 生 肌 分 化 


试验 观察 到 生 脂 转 分 化 的 C2C12 肌 细 胞 逐渐 变 为 圆 形 ， 细 胞 内 出 现 大 量 脂 滴 并 且 逐 渐 
融合 为 大 脂 滴 ; 免疫 荧光 染色 显示 生 脂 转 分 化 的 细胞 大 量 表达 脂肪 特异 蛋白 FABP4( 图 1 )。 
说 明 C2C12 肌 细 胞 已 经 转 分 化 为 具有 生 脂 能 力 的 脂肪 细胞 〈 或 脂肪 细胞 样 细胞 )。 生 肌 分 化 
的 C2C12 肌 细 胞 有 序 排 列 并 逐渐 融合 ， 形 成 多 核 细胞 ， 并 最 终 形 成 大 量 的 肌 管 ， 免 疫 殉 光 
染色 显示 生 肌 分 化 的 细胞 大 量 表达 肌肉 特异 蛋白 MYOG (图 2)。 
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FABP4 蛋白 免疫 荧光 染色 


et field on redo oes lies Immunofluorescent staining 
of FABP4 protein 


200 倍 放大 观察 ( 200 magnificantion ) 


1 生 脂 转 分 化 的 C2C12 肌 细 胞 〈 分 化 第 10 R) 


Fig.l Adipogenic trans-differentiation of C2C12 myoblasts (differentiation on the tenth day ) 


明 场 观察 吉姆 萨 染色 MYOG 和 蛋白 免疫 荧光 染色 
Bright field Gimsa staining Immunofluorescent staining 
of MYOG proetin 


200 信 放大 观察 ( 200 x magnification ) 


图 2 生 肌 分 化 的 C2C12 肌 细 胞 (分 化 第 8 天 ) 
Fig.2 Myogenic differentiation of C2C12 myoblasts (differentiation on the eighth day) 
2.2 CLA 对 C2C12 肌 细 胞 生 脂 转 分 化 的 影响 
两 种 CLA 异 构 体 对 C2C12 肌 细 胞 生 脂 转 分 化 的 影响 见 图 3。 与 对 照 组 相 比 , c9,111-CLA 
促进 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 ， 增 加 了 细胞 内 的 脂肪 沉积 ，c9,t11-CLA 组 细胞 内 TG 


含量 增加 了 83% (P<0.05); c9,t11-CLA 组 细胞 内 的 FAS. CCAAT 增强 子 结合 蛋白 a 


(CCAAT/enhancer binding protein a, C/EBPa)、 过 氧化 物 酶 体 增殖 剂 激活 受 体 y (peroxisome 


proliferators-activated receptors y, PPARy), FABP4 基因 的 表达 水 平均 显著 上 调 (P<0.05)， 


而 脂肪 酸 转运 蛋白 1 (fatty acid transport protein 1，FATP1) 基 因 的 表达 水 平 则 无 显著 变化 
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(P>0.05)。 与 对 照 组 相 比 ，110,c12-CLA 则 抑制 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 ， 减 少 了 细 


胞 内 的 TG 含量 (P<0.05), 显著 下 调 了 C/EBPa、PP4Ry 和 FABP4 基因 的 表达 水 平 (P<0.05)。 


免疫 印迹 杂交 结果 显示 FAS 和 FABP4 的 蛋白 水 平 也 发 生 了 与 基因 表达 相 一 致 的 变化 。 
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基因 名 称 
A. 细 胞 油 红 O 染色 (100 倍 放大 ); B. 细 胞 内 TG 含量 ; C. 生 脂 基 因 的 相对 表达 水 平 (1: 
脂肪 酸 合成 酶 ，2: CCAAT 增强 子 结合 蛋白 a; 3: 过 和 氧化 物 酶 体 增殖 剂 激活 受 体 y; 4: 脂 
肪 酸 结合 蛋白 4; 5: 脂肪 酸 转运 蛋白 1); D. 生 脂 因 子 蛋白 水 平 。 数 据 柱 形 标注 不 同 字 母 代 
表 差 异 显著 (P<0.05)。 


A. Oil red O staining cells (100xmagnification); B. Intracellular TG content; C. Relative 
expression levels of adipogenic genes (1: FAS, 2: C/EBPa, 3: PPARy, 4: FABP4, 5: FATP1); D. 
Protein levels of adipogenic factors. Data columns with different letters mean significant 
difference (P<0.05). 


图 3 CLA 对 C2C12 肌 细 胞 生 脂 转 分 化 的 影响 


Fig.3 Effects of conjugated linoleic acid on the adipogenic trans-differentiation of C2C12 会 


myoblasts 


2.3. CLA 对 C2C12 肌 细 胞 生 肌 分 化 的 影响 
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166 两 种 CLA 异 构 体 对 C2C12 肌 细 胞 生 肌 分 化 的 影响 见 图 4。 与 对 照 组 相 比 , 110,c12-CLA 
167 ”抑制 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 肌 分 化 ， 显著 减少 了 肌 管 数 / 细 胞 数 (P<0.05), 显著 下 调 了 MYOG 


168 ”和 MYOD 基因 的 表达 水 平 (P<0.0$)。 与 对 照 组 相 比 , c9,t11-CLA 则 显著 提高 了 细胞 内 MYOG 


169 ”基因 的 表达 水 平 (P<0.05)， 对 C2C12 肌 细 胞 的 生 肌 分 化 有 一 定 程度 的 促进 作用 。 免 疫 印 迹 


170 ”杂交 结果 显示 MYOG 和 MYOD 的 蛋白 水 平 也 发 生 了 与 基因 表达 相 一 致 的 变化 。 
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184 A. 细 胞 吉姆 萨 染色 (200 倍 放大 ); B. 细 胞 内 肌 管 数 分 析 ; C. 生 肌 基 因 的 相对 表达 水 平 (1: 


185 ” 肌 细 胞 生成 素 ; 2: 成 肌 分 化 抗原 ;， 3: 成 肌 调 节 因 子 5); DD. 生 肌 因子 蛋白 水 平 。 数 据 柱 形 


186 ”标注 不 同 字 母 代表 差异 显著 (P<0.05)。 
187 A. Giemsa staining cells (200xmagnification); B. Intracellular myotube number analysis; C. 
188 Relative expression levels of myogenic genes (1: MYOG, 2: MYOD, 3: MYFS); D. Protein levels 


189 of myogenic factors. Data columns with different letters mean significant difference (P<0.05). 


190 4 CLA 对 C2C12 肌 细 胞 生 肌 分 化 的 影响 
191 Fig.4 Effects of conjugated linoleic acid on the myogenic differentiation of C2C12 myoblasts 
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193 研究 发 现 , 生 肌 细胞 在 特定 生理 条 件 下 或 者 药物 刺激 下 可 以 转 分 化 为 脂肪 细胞 或 者 骨 细 
194 ” 胞 0 引 。 反 之 ， 脂 肪 细胞 和 骨 细 胞 也 可 以 转 分 化 为 肌 细 胞 。 与 正常 的 分 化 相 比 ， 肌 细胞 和 脂 


195 ” 肪 细胞 之 间 转 分 化 的 物质 代谢 基础 和 分 子 调控 机 制 有 很 大 差异 , 目前 还 未 完全 清楚 ,一 方面 ， 
196 ” 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 影响 了 机 体 的 能 量 蓄积 和 利用 , 过 度 的 脂肪 蔓 积 还 会 导致 炎症 损伤 、 胰 
197 ” 岛 素 抵抗 和 糖尿 病 等 代谢 症 ; 肌 细胞 和 脂肪 细胞 之 间 转 化 的 失衡 对 于 肌肉 的 正常 生理 功能 也 
198 ”会 造成 影响 。 另 一 方面 , 肌 细 胞 的 适度 生 脂 转 分 化 对 于 提高 动物 肌 内 脂肪 含量 和 提升 动物 的 
199 ” 肉 品质 具有 一 定 的 帮助 作用 。 
200 体内 和 体外 试验 中 CLA 都 表现 出 较 强 的 抗 脂肪 生成 能 力 , 但 不 同 CLA 异 构 体 的 作用 差 


201 FRK. 研究 认为 10,c12-CLA 能 够 显著 抑制 人 和 动物 的 体 脂 沉 积 ， 抑 制 前 体 脂 肪 细胞 分 化 


202 ”为 成 熟 脂肪 细胞 ,诱导 脂 肪 细胞 凋 亡 ， 阻 碍 细胞 内 脂肪 酸 的 酯 化 。 与 之 相 比 ，c9,111-CLA 的 
203 ”作用 较为 温和 ， 对 于 脂肪 细胞 的 影响 较 弱 WV 。 此 外 ， 研 究 报 道 认为 CLA 能 够 调控 动物 体内 


204 ”脂肪 的 异 位 沉积 ， 一 方面 减少 脂肪 组 织 沉 积 ， 另 一 方面 增加 肌 内 脂肪 含量 31。 与 脂肪 细胞 
205 ”上 的 研究 结果 相似 ， 本 试验 结果 表明 110,c12-CLA 对 于 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 和 脂肪 
206 ”沉积 同样 具有 极 强 的 抑制 作用 ， 而 c9,t11-CLA 则 促进 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 和 脂肪 


207 ”沉积 。 


208 关于 CLA 对 动物 肌肉 生长 和 发 育 的 研究 也 有 不 同 的 报道 。 有 研究 认为 CLA 有 益 于 肌肉 
209 ”的 生长 和 发 育 ， 可 增加 和 骨骼 肌 中 线粒体 的 含量 09， 减 少 肌 细 胞 的 炎症 反应 并 可 改善 由 于 高 
210 。 脂 饲 粮 摄 入 引起 的 小 鼠 肌 肉 损 伤 05173。 课 题 组 前 期 在 猪 上 的 试验 研究 发 现 饲 粮 补 充 CLA 混 
211 ” 合 物 能 够 显著 增加 猪 背 最 长 肌肉 块 的 重量 (49。 但 是 ， 关 于 CLA 对 骨骼 肌 细 胞 的 增殖 和 分 化 
212 ”影响 的 报道 其 少 。 有 试验 发 现 c9,r11-CLA 能 够 促进 C2C12 肌 细 胞 的 增殖 和 生 肌 分 化 ， 而 


213 ”110,c12-CLA 则 起 到 相反 的 作用 081。Hommelbersg 等 09 也 证 实 了 110,c12-CLA 能 抑制 骨骼 肌 


214 细胞 的 分 化 ， 并 降低 葡萄 糖 转 运 和 蛋白 4 (glucose transporter-4, GLUT4) 基因 的 表达 水 平 。 


215 ”本 研究 结果 同样 发 现 110,c12-CLA 抑制 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 肌 分 化 ， 但 c9,t11-CLA 则 对 生 


216 ” 肌 分 化 有 轻微 的 促进 作用 。 这 些 试验 结果 表明 CLA 对 于 肌 细 胞 的 影响 是 多 方面 的 ， 既 能 保 
217 ” 护 肌 细胞 由 于 氧化 应 激 和 炎症 反应 带 来 的 损伤 ， 又 对 肌 细 胞 的 增殖 分 化 具有 调节 作用 。 
218 研究 发 现 CLA 的 不 同 异 构 体 表现 出 的 生理 作用 差异 较 大 ， 但 是 其 具体 原因 还 不 完全 清 


aS 


219 ” 楚 。 推 测 可 能 是 由 于 以 下 原因 : 1) 不 同 CLA 异 构 体 的 代谢 速率 和 代谢 产物 不 同 。 比较 而 言 ， 


220 


221 


222 


223 


224 


225 


226 


227 


228 


229 


230 


231 


232 


233 


234 


235 


236 


237 


238 


239 


240 


241 


242 


243 


244 


245 


246 


t10,cl2-CLA 更 易于 参与 B 氧化 ,而 c9,t11-CLA 更 易于 在 体内 营 积 P01。c9,t11-CLA 主要 代谢 


成 C20:3 HIERE, m 110,c12-CLA 可 以 代谢 形成 C16:2 和 C18:3 共 思 脂肪 


酸 及 其 衍生 物 C0。 花 生 四 烯 酸 、 前 列 腺 素 和 凝血 恶 烧 等 多 不 饱和 脂肪 酸 的 代谢 产物 又 能 发 


挥 不 同 的 生物 学 作用 。2) 不 同 CLA 异 构 体 及 其 代谢 产物 直接 作为 细胞 信号 分 子 激活 或 抑制 


的 转录 调控 因子 及 信号 传导 通路 不 同 。 如 110,c12-CLA 可 以 激活 核 转 录 因 子 KB, m 
c9,111-CLA 则 不 能 激活 该 转录 因子 ,进而 对 下 游 诸 多 功能 基因 的 影响 也 会 存在 巨大 的 差异 091。 


总 结 本 试验 的 结果 ， 可 以 认为 CLA 对 肌 细 胞 和 脂肪 细胞 之 间 的 转化 具有 调控 作用 ， 但 


是 不 同 CLA 异 构 体 的 作用 具有 差异 。 这 些 结果 对 相关 疾病 的 治疗 以 及 提高 动物 产品 品质 等 


4 


有 一 


定 的 帮助 。 


结 论 


c9,t11-CLA 能 够 促进 C2C12 肌 细 胞 的 生 脂 转 分 化 ， 而 110,c12-CLA 则 抑制 了 C2C12 WL 


细胞 的 生 脂 转 分 化 。 此 外 ，110,cl2-CLA 抑制 了 C2C12 肌 细 胞 的 生 肌 分 化 ， 而 c9,t11-CLA 


则 发 挥 了 一 定 的 促进 作用 。 
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Abstract: This study was conducted to evaluated the effects of conjugated linoleic acid (CLA) on 
adipogenic trans-differentiation and myogenic differentiation of C2C12 myoblasts. Either 
c9,t11-CLA or t10,c12-CLA (the final concentration was 50 umol/L) was used to treat the C2C12 
mouse origin myoblasts which were cultured and induced adipogenic trans-differentiation and 
normal myogenic differentiation, respectively. The C2C12 myoblasts adipogenic 
trans-differentiation on the tenth day and myogenic differentiation on the eighth day were used for 
real-time quantitative PCR detection, and to observed the effects of c9,t11-CLA and 110,c12-CLA 
on different differentiation of C2C12 myoblasts. The results showed as follows: 1) compared with 
the control group, c9,t11-CLA promoted adipogenic trans-differentiation of C2C12 myoblasts, 
significantly increased the intracellular triglycerides (TG) content and up-regulated intracellular 
genes expression levels of the fatty acid synthetase (FAS), CCAAT/enhancer binding protein a 
(C/EBPa), peroxisome proliferators-activated receptors y (PPARy) and fatty acid binding protein 4 
(FABP4) (P<0.05). Compared with the control group, t10,c12-CLA inhibited the adipogenic 
trans-differentiation of C2C12 myoblasts, significantly decreased the intracellular TG content and 
down-regulated intracellular genes expression levels of C/EBPa, PPARy and FABP4 (P<0.05). The 
results of Western blotting showed that protein levels of FAS and FABP4 also changed as same as 
the gene expression levels. 2) Compared with the control group, t10,c12-CLA inhibited the 
myogenic differentiation of C2C12 myoblasts, significantly decreased the intracellular myotube 
numbers/cell numbers and down-regulated intracellular genes expression levels of myogenin 
(MYOG) and myogenic differentiation antigen (MYOD) (P<0.05). Compared with the control 
group, c9,t11-CLA significantly down-regulated gene expression level of MYOG (P<0.05) and 
promoted the myogenic differentiation of C2C12 myoblasts to some degree. The results of 
Western blotting showed that protein levels of MYOG and MYOD also changed as same as the 
gene expression levels. All these results suggest that CLA has important regulation on normal 


myogenic differentiation and adipogenesis trans-differentiation of skeletal muscle cells in animals. 
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